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Effect of Heparin P r e t r e a t m e n t  
on S tres s - induced  Adrenal  Ascorb ic  Acid 

Changes  in the Rat 1 

I t  was  r e c e n t l y  r e p o r t e d  t h a t  h e p a r i n ,  e v e n  in  s m a l l  
doses  w h i c h  h a d  no  ef fec t  on  b l o o d  c o a g u l a t i o n ,  i n h i b i t e d  
t h e  a c t i o n  of t h e  a d r e n o c o r t i c o t r o p h i c  h o r m o n e  (ACTH)  
on  c i r cu l a t i ng  eos inophi l s ,  b l o o d  s u g a r  a n d  b lood  p y r u v i c  
acid in  m a n  2. S ince  h e p a r i n  is an  ac id ic  a n d  A C T H  a 
s l igh t ly  bas ic  s u b s t a n c e ,  t h e  i n h i b i t i o n  of t h e  n o r m a l  
r e sponses  fo l lowing  A C T H  a d m i n i s t r a t i o n  was  b e l i e v e d  
to  h a v e  r e s u I t e d  f r o m  i t s  i n a c t i v a t i o n  b y  t h e  f o r m a t i o n  
of a c o m p l e x  w i t h  h e p a r i n .  

T h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  was  u n d e r t a k e n  to  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  h e p a r i n  w o u l d  also i n t e r f e r e  w i t h  t h e  d e p l e t i o n  
of a d r e n a l  a sco rb i c  ac id  .by e n d o g e n o u s  A C T H  l i b e r a t e d  
in r e s p o n s e  to  v a r i o u s  s t r e s s o r  agen t s .  

Male  w h i t e  r a t s  w e i g h i n g  f r o m  150 to  250 g were  used  
in  t h e  s t u d y .  T h e y  r ece ived  a n  i n i t i a l  s u b c u t a n e o u s  in-  
j e c t i o n  of e i t h e r  3 m g  of t h e  s o d i u m  s a l t  of h e p a r i n  
( e q u i v a l e n t  t o  300 I .U.)  or  a p l a c e b o  i n j e c t i o n  of  a n  
e q u a l  v o l u m e  of sa l ine .  T w o  a n d  one -ha l f  h o u r s  l a t e r  a 
s econd  i n j e c t i o n  c o n t a i n i n g  t h e  s t r e s s - p r o d u c i n g  a g e n t  
was  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  in  al l  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  
e x c e p t  t h a t  s u b m i t t e d  to  co ld  s t ress .  90 ra in  a f t e r  t h e  
i n j e c t i o n  of t h e  s t r e s s - p r o d u c i n g  a g e n t  t h e  a n i m a l s  were  
k i l led  b y  t h e  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  of 40 m g  p e n t o -  
b a r b i t a l  sod ium.  

B lood  was  o b t a i n e d  b y  ca rd i ac  p u n c t u r e ,  t h e  adre -  
na l s  were  excised,  a n d  t h e  a d r e n a l  a sco rb i c  ac id  de-  
t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  of ROE a n d  I{UETHER a. 
P l a s m a  h e p a r i n  levels  were  d e t e r m i n e d  m e t a c h r o m a t i -  
ca l ly  b y  t h e  m e t h o d  of  JAQUES, RICKER a n d  BRUCE- 
MITFORD 4. T h e  fo l lowing  s t r e s s - p r o d u c i n g  a g e n t s  a t  a 
dose  p e r  100 g m  b o d y  w e i g h t  were  u sed :  s o d i u m  sali-  
cy la te ,  20 rag ;  e p i n e p h r i n e ,  20 /~g; h i s t a m i n e  ac id  
p h o s p h a t e ,  1 rag. All  v o l u m e s  were  a d j u s t e d  to  0-2 ml.  
p e r  10'0 g b o d y  we igh t .  A n i m a l s  s u b m i t t e d  to  cold  
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s t ress  were  p l a c e d  in t h e  cold  r o o m  a t  -- 2 ° t o  -- 4°C for 
e x a c t l y  1 h. To e v a l u a t e  t h e  e f fec t  of t h e  e x p e r i m e n t a l  
p r o c e d u r e ,  a n  a d d i t i o n a l  g r o u p  of r a t s  r ece ived  on ly  
sa l ine  i n j ec t i o n s .  

T h e  re su I t s  a re  s u m m a r i z e d  in  t h e  T a M e  w h i c h  shows  t h e  
m e a n  a d r e n a l  a sco rb i c  ac id  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  p l a s m a  
h e p a r i n  le~zels in  a n i m a l s  f r o m  t h e  c o n t r o l  a n d  exper i -  
m e n t a l  g roups .  T h e  dec rease  in  a d r e n a l  a scorb ic  ac id  was 
s i g n i f i c an t  (P  < 0-01) in  all  g r o u p s  of a n i m a l s  s u b j e c t e d  
t o  s t ress ,  w h e t h e r  o r  n o t  t h e y  were  p r e t r e a t e d  w i t h  
h e p a r i n .  T h e  i n j e c t i o n  of h e p a r i n  b y  i t se l f  d i d  n o t  
p r o d u c e  a s i g n i f i c an t  c h a n g e  in  t h e  a d r e n a l  mscorbie acid 
level .  T h e r e  were  n o  s i g n i f i c a n t  d i f fe rences  in  p l a s m a  
h e p a r i n  levels  in  a n y  g r o u p  p r e t r e a t e d  w i t h  hepa r in ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  s t r e s s  d id  n o t  a f fec t  t h e  p l a s m a  h e p a r i n  
level .  

T h e  s t u d y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  p r e l i m i n a r y  t r ea t -  
m e n t  w i t h  h e p a r i n  d id  n o t  b l o c k  t h e  e f fec t  of e n d o g e n o u s  
A C T H  o n  t h e  a d r e n a l  co r t ex .  H o w e v e r ,  i t  h a s  been  
r e p o r t e d  f r o m  t h i s  l a b o r a t o r y  s t h a t  t h e  l e u k o c y t e  
r e s p o n s e  to  e i t h e r  e n d o g e n o u s  or  e x o g e n o u s  A C T H  was 
b l o c k e d  b y  t h e  s a m e  dose  of h e p a r i n  as t h a t  u sed  in  th is  
e x p e r i m e n t .  S ince  h e p a r i n  d id  n o t  p r e v e n t  t h e  a c t i o n  of 
A C T H  o n  t h e  a d r e n a l  co r t ex ,  i t  m u s t  h a v e  i n t e r f e r e d  a t  
a l a t e r  s t a g e  of t h e  s t r e s s  s y n d r o m e ,  s u c h  as t h e  release 
of t h e  h o r m o n e s  f r o m  t h e  a d r e n a l  co r t ex ,  t h e i r  t r a n s p o r t  
in  t h e  b l o o d  or  t h e i r  a c t i o n  a t  t h e  ce l lu la r  level .  I t  has  
b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  h e p a r i n  m a y  p l a y  a phys io log ica l  
ro le  in  f a t  t r a n s p o r t  6 a n d  s ince  t h e  a d r e n o c o r t i c a l  hor- 
m o n e s  h a v e  l ip id- l ike  s o l u b i l i t y  c h a r a c t e r i s t i c s ,  i t  could  
be  poss ib le  t h a t  h e p a r i n  is c o n c e r n e d  w i t h  t h e i r  t r a n s p o r t  
f r o m  t h e  a d r e n a l  c o r t e x  t o  t h e  t a r g e t  o rgan .  I n  the  
a b s e n c e  of f u r t h e r  i n f o r m a t i o n ,  h o w e v e r ,  i t  is n o t  pos- 
s ib le  to  de f ine  in g r e a t e r  d e t a i l  t h e  s i t e  o r  m o d e  of ac t ion  
of h e p a r i n  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  r e s p o n s e s  t o  s t ress .  
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adrenal ascorbic acid by different stress-producing agents 

Saline saline 
Heparin saline 
P value for difference* 

Treatment Number 
of animals 

Adrenal aseorbic acid 
concentration 

mg/lO0 g 
Mean -ff S. E. 

449"7 -t- 23.1 
462'6 + 24,6 

> 0"5 

Percent 
decrease 

from control 

Saline salicylate 
Heparin salieylate 
P value for difference 
Saline epinephrine 
t tepar in  epinephrine 
P value for difference 
Saline histamine 
Hepar in  histamine 
P value for difference 
Saline cold 
Hepar in  eotd 
P value for difference 

313.6 4- 22.4 
317.8 :k 25.3 

> 0-5 
285.8 4- 23.8 
248-1 4- 34.0 

> 0.3 
261.5 4- 27.3 
267.8 :t: 19.3 

> 0.5 
305.9 =~ 10.5 
286-9 ~= 25.2 

> 0.5 

30** 
29** 

36** 
45** 

42** 
41"* 

32** 
37** 

Plasma heparin level, 
nnits/ml 

Mean ± S. E. 

1.53 ~: 0.25 

1"29 i 0-20 

1.37 :t: 0.17 

1.35 4- 0.23 

1.35 -4- 0-21 

* P value greater than 0.05 not considered significant. ** Decrease from control highly significant, P value less than 0.01. 
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Zusammen[assung 
Vorbehandlung mit  Heparin hat  keinen Einfluss auf 

die Verminderung der Ascorbins~ure der Nebennieren- 
rinde nach Verabfolgung yon Natriumsalicylat ,  Epin- 
ephrin, His tamin  und K~lteeinwirkung. 

D I S P U T A N D U M  

Zur Entstehung der Magensalzs~iure 
f i b e r  e i n e n  ,, Precursor .  

Bisher war man der Ansicht, dass die Salzs~ure erst 
in einer inakt iven Form in der Schleimhaut  des Magens 
entsteht,  als eine Abhandlung yon BRADFORD und 
DAVIES 1 erschien, die auf Grund yon drei brauch- 
baren Indikatorergebnissen das Gegenteil beweisen will. 
In dieser Arbei t  haben beide Autoren fiberzeugend 
nachgewiesen, dass in der Parietalzelle der sezernieren- 
den Schleimhaut  des Magens yore Frosch und auch 
anderer Tiere die pericanaliculiiren Part ien des Zyto- 
plasmas ein stark sautes Milieu mi t  einem pH < 1,4 
aufweisen. 

Sic folgern daraus, dass die Salzs/iure nicht erst an 
der Oberfi/iche der Sehteimhaut  ents teht  - nachdem 
sich in der Parietalzelle der Schleimhaut ein << Precursor, ,  
eine inakt ive Form der Salzs~ure, gebildet ha t  - sondern 
direkt in der Parietalzelle in der Tiefe der Schleimhaut.  

Bevor  wir zu dieser Deutung Stellung nehmen, sei 
kurz die besondere Technik wiedergegeben, deren sich 
die Verfasser bedient  haben:  Die frisch entnommenen 
Froschm~gen werden zurechtgestutz t ;  an beiden Enden 
zugebunden, kommen sie in eine entsprechende w~ssrige 
N~hrl6sung, die mi t  einem Gemisch yon 5% Kohlen- 
s~ure und 95% Sauerstoff bea tmet  wird. In diese L6- 
sung wird der Indika tor  und His tamin gegeben. Das 
besondere an dieser F~rbweise liegt darin, dass die 
L6sung yon der nut r i t iven Seite des noch tgtigen Magens 
her, fast wie im Leben, zur Einwirkung kommt.  

Die drei brauchbaren Indikatoren sind Neutralrot,  
Acridin und Aminoazotoluol  [AAT). 

Der erste Farbstoff,  der als <~quaternary ammonium 
salt,~ gut  in Wasser 16slieh ist, ist schon bei einem pH < 
6,8 rot  (KoLTHOFF 1932), WaS fiber die AziditAt in der 
Parietalzelle nicht viel aussagt. 

Der zweite Stoff Acridin ist  bekanntl ich eine farblose 
Verbindung, die bei einem pH < 4,85 im ul traviolet ten 
Licht griin und bei einem p H  > 4,85 blassblau fluores- 
ziert. Da die mit  Blur geffillten Gef~sse im ul t raviolet ten 
Licht auch grfinlich erscheinen, so sprechen sich die 
Autoren in dem Sinne aus, dass das mikroskopische Bild 
nut mit  der gr6ssten Sorgfalt  interpret ier t  werden darf; 
doch kommen sie bei Innehal tung  aller Vorsichtsmass- 
nahmen zur Annahme,  dass das pH < 4,85 sein muss. 

Der fiir die Autoren schlagende Be~veis wird mit  AAT 
geliefert, welches bei einem pH < 1,4 rot  u n d >  2,8 
gelb ist. Den beiden Ietztgenannten ~ 6116slichen~ Indika- 
torch werden die w~tssrigen Part ien der Magenschleim- 
haut dadurch zuggnglicher gemacht,  dass sic vorher  aus 
salzsaurer LSsung durch rasche Neutral isat ion in Form 
von Mikrokristallen gef~llt werden. Die Autoren spre- 
chen davon, dass Mikrokristalle durch ihre gr6ssere 
OberfEichenaktivitAt 16slicher als gr6bere Kristalle sein 
diirften, was unseres Erachtens nicht  zutreffen kann;  
wohl aber k6nnen sic sich rascher 16sen. Um eine kolloi- 
dale LSsung handel t  es sich hier nicht. 

1 N. M. BRADFORD und R. E. DAVIES, Biochem. J. 46, 414 (1950). 

Im Gegensatz z u  BRADFORD und DAVIES ist fiir uns 
die yon diesen Autoren nachgewiesene Rotfi irbuug der 
Part ien um die Canaliculi und Sekretgiinge des Zyto- 
plasmas mit  AAT und die grfine Fluoreszenz mit  Acridin 
kein Beweis daffir, dass im Gewebe freie Salzs~ure vor- 
handen war;  letztere kann n~mlich, gebunden in einem 
Precursor, vorhanden gewesen sein, aus dem w/ihrend 
der F~trbung unter  Mitwirkung des Indikators  freie 
Salzs~iure sekund~ir gebildet und freigesetzt  wird. 

Unter  einem Precursor vers tehen wit  ein salzsaures 
Salz, das dureh eine Schutzvorr ichtung daran gehindert  
wird, freie Salzsgure zu bilden. 

So w~re zum Beispiel Beta inhydrochlor id  (Acidol) 
dann als ein Precursor der SalzsAure anzusehen, wenn es 
durch entsprechende Abschirmung vor  ~hrasser geschii tzt  
ist. 

Ein HC1 enthaltendes Protein oder ein amphoteres  
bzw. betainartiges Gebilde im wlissrigen Medium der 
Schleimhaut ist also erst dann ein Precursor  der Magen- 
salzs/iure, wenn es in einem nicht ionogenen 61igen Me- 
dium gclbst ist, w o e s  dcn Einfliissen dcr wttssrigen Ge- 
websfliissigkeit entzogen ist, wie wir ktirzlich dargelegt 
haben 2. 

Als Bausteine eines derart igen physiologischen Pre- 
cursors, der die erwiihnten Eigenschaften aufweist, 
kommen allein die bll6slichcn Phosphat ide und (nach 
BERSlN) die Acetalphosphatide der sogenannten Lipoid- 
Lipide in Betracht,  sofern sic eine bctainart igc Gruppe 
wie die Cholinphosphors~ure besitzen. In  Verbindung 
mit HC1 entsteht  dann daraus dcr Precursor, Ein  bevor-  
zugter Vertreter dieser Gruppe ist das Lecithin, das in 
Verbindung mit HC1, in 01 gelbst, den gesuchten physio- 
logischen Precursor abgibt. 

Wie kommt es nun, dass gerade mit  den beiden 61- 
16slichen Indikatoren Acridin und AAT in dem perican~- 
licut,iren Tell des Zytoplasmas das Milieu freier Salz- 
s~ure nachgewicsen wurde ? 

Die Base AAT ist in Wasser sehr wenig (wir fanden 
nur 5 y/cmS), aber in 01 sehr leicht 16slich; ihr Hydro-  
chlorid ist dagegen nicht mehr  fett-, sondern wasser- 
16slich. Im Gegensatz dazu bleibt Lecithin infolge seiner 
langen Fe t tke t ten  auch als Hydrochlor id  6116slich. 

Kommt  nun die in Wasser suspendierte Base AAT in 
Beriihrung mit  den Lipoid-Lipiden der Parietalzelle in 
der sezernierenden Schleimhaut  des Magens, in denen 
HC1, an Lecithin gebunden, als Precursor im 01 vor- 
kommt, so wird die Farbstoffbase in das bessere L~5- 
sungsmittel (Fett) gehen. In den Fet ts toffen gel6st, wird 
dann die Farbstoffbase das HC1 des Leci thinhydro-  
chlorids binden, weil sie eine st~rkere Base ats Lecithin 
ist. Es ents teht  das nicht mehr 6116sliche AAT-hydro-  
chlorid, welches wasseraffin ist. Letzteres  geht  in die 
Wasserphase, wo es dutch teihveise Hydrolyse in die 
Base AAT und Salzs~ure gespalten wird. Die Base 16st 
sich yon neuem in der Fet tphase,  wobei sich der Prozess 
solange wiederholt, bis die Konzentra t ion der Salzsgure 
in der Wasserphase so gross ist, dass das Farbstoffsalz 
best/indig bleibt und nicht weiter hydrolysiert ,  also bei 
einem pH < 1,4. Dami t  ist es zur Rotf~irbung gekom- 
m e n ,  

Diese Schri t te  tassen sich i n  Modellversuchen nach- 
weisen. 

Auch Acridin ist in Wasser fast unl6stich und in Fe t t -  
stoffen 16slich, w~ihrend es sich mit  seinem salzsauren 
Salz ebenso verh~lt  wie beim AAT. Acridin ist eine 
schwache Base, die immerhin Lackmuspapier  noch blau 

2 E. SOLMS und J, BRAS, Z. Biol. 107, 321 (1954). 
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